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c € EliGene® CELIAC DQ PLUS RT

REF| 90085-RT (pro 50 stanoveni)

Skladovani a doba pouZitelnosti:

5 x 150 pl HLA-DQ2 Mix Veskeré komponenty museji byt prepravovany a ulozeny pfi -20 °C. Kit a zbyvajici
5 x 150 ul HLA-DQ8/DR4 Mix MasterMixy museji byt skladovany pfi -20 °C v temnu.
2 x 50 pl PC CELI

SloZeni soupravy:

Navod k pouZziti

Ucel pousziti
Souprava EliGene® CELIAC DQ PLUS RT slouZi ke genotypizaci alel HLA-DQ2.5 (DQA1*05/DQB1*02), HLA-DQ2.2
(DQA1*02/DQB1*02), HLA-DQS8 (DQA1*03/DQB1*03:02) a HLA-DRB1*04 z izolované DNA.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci alel DQ2.5, DQ2.2, DQ8, DRB1*04 a
interni kontroly jsou pouZity primery a znacené sondy (FAM, HEX, TexasRed a Cy5).

Obecny uvod

Celiakie patfi mezi jedno z nejc¢astéjSich entero-patogennich onemocnéni a je charakterizovand celozivotni
precitlivélosti k lepku, proteinu obsazeném v pSenici, Zité, ovsu a jeCmeni. Celiakie nepatfi mezi alergicka
onemocnéni, ale je charakterizovana intoleranci ke gliadinu tvoficim ¢ast lepku. Imunologicka nesnasenlivost
k lepku vede v raném détstvi ke chronické zanétlivé odpovédi u sliznice tenkého streva s naslednou Spatnou
absorpci vyznacujici se chronickym prijmem, tukovitou stolici a Spatnym rlstem. Cela fada dospélych pacient(
poté mUze pocitovat jiné atypické ptiznaky jako nadymani, hubnuti, tnavu, problémy s pokozkou a klouby nebo
migrény. Naopak celd fada lidi nemusi pocitovat vibec 7adné pfiznaky. Nelééena celiakie poté zvysuje riziko NHL
(non-Hodgkinovského lymfomu) a zfejmé i riziko rakoviny tenkého stfeva. Do dnesni doby byla celiakie vnhimana
jako relativné vzacné onemocnéni s mirou prevalence 1:1000 az 1:4000. AvSak nové dostupnost sérologickych
testl vedla k pozorovani, Ze celiakie je daleko ¢astéjsi onemocnéni, neZ bylo dfive pfedpokladano, postihujici v
Evropé zhruba 1 ze 100-400 osob. Vétsina diagnostikovanych pacientli vykazovala minimalni klinické priznaky.
Posledni vysledky navic ukazuji na silnou genetickou vazbu ve spojeni s rozvojem celiakie.

Celiakie je multi-faktorialni onemocnéni asociované s alelami HLA-DQ2.5 (DQA1*05/DQB1*02), HLA-DQ2.2
(DQA1*02/DQB1*02) nebo DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302). HLA DQ2.5 alela je exprimovéna u vétsiny osob trpicich
celiakii (> 90 %), DQ8 alela poté asi u 8 %. Exprese zminénych alel je nezbytna, ne vSak dostatecnd, k propuknuti
celiakie. V soucasné dobé se predpoklada pouze asi 50% vliv genetické slozky na vznik celiakie. U osob trpicich
celiakii je vyskyt HLA-DQ2.5 alely asi 95%, zatimco u béziné populace je vyskyt této alely pouze 20%. Z malé
skupiny osob trpicich celiakii a negativnich na HLA-DQ2.5 a HLA DQS8 alelu, je drtiva vétsina pozitivni na HLA-
DQ2.2 alelu. Z tohoto pohledu je absence zminénych alel velmi dobfe vyuZitelna pro vylouceni celiakie.

Souprava EliGene® CELIAC DQ PLUS RT detekuje geny pro alely HLA-DQ2.5 (DQA1*05/DQB1*02), HLA-DQ2.2
(DQA1*02/DQB1*02), HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*03:02) a HLA-DRB1*04. Jako vnitini kontrola je pouZit
jednokopiovy gen SYPL2 (synaptophysin-like 2).
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Odbér vzorku, zpracovani a uchovdvani

Klinicky material: Doporucena izolace DNA:

Krev Manualni: EliGene Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)
Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Stéry Manualni: EliGene Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)

Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Krev (odebirejte do zkumavek s EDTA):
Manudlni izolace:

Ke vzorku pridejte 10 ul Proteinazy K a poté pokracujte dle standardniho izola¢niho protokolu kitu EliGene Urine
Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON) pro izolaci DNA z krve. Izolovanou DNA pouZijte ihned k detekci nebo
skladujte nékolik hodin az jeden tyden pfti 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi nez jeden tyden zamrazte na -20 °C.

Automatickda izolace:

Izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu pro vzorky krve s
eluci do 50 pl elu¢niho pufru.

Bukalni stéry:

Tyto vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do sterilnich zkumavek. Vzorky je nutno uchovavat a
prepravovat pfi 4 °C. Pro diagnostické ucely je nezbytné vzorek zpracovat v den odbéru.

Manudini izolace:
1. Do 2,0 ml zkumavky napipetujte 400 pl roztoku MI3 a 20 pl Proteinazy K.

2. Stérovku vloZte do pripravené 2 ml zkumavky a sterilnimi nGzkami odstfihnéte Stétecek — stfihejte zhruba
0,5 cm nad stéteckem. Zkumavku uzaviete

Inkubujte 20 min pfi 56 °C v termotrepacce pfi 1000 otackach. Poté zkumavku kratce stocte.
4.  Sterilni pinzetou vyjméte Stétecek a k lyzatu pridejte 330 pl roztoku MI4. Jemné zvortexujeme a stocCte.

Poté pokracujte dle standardniho izolaéniho protokolu kitu EliGene Urine Isolation Kit. 1zolovanou DNA
pouzijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik hodin azZ jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi
nez jeden tyden zamrazte na -20 °C.

Automatickd izolace:
1. Do 2,0 ml zkumavky napipetujte 450 pl lyzacniho pufru, 200 ul PCR vody a 10 ul Proteinazy K.

2.  Stérovku vloZte do pripravené 2 ml zkumavky a sterilnimi nlizkami odstfihnéte stétecek — stfihejte zhruba
0,5 cm nad Stéteckem. Zkumavku uzavrete

Inkubujte 20 min pfi 56 °C v termotrepacce pfi 1000 otackach. Poté zkumavku kratce stocte.
4. Sterilni pinzetou vyjméte Stétecek a zkumavku kratce stocte.

Napipetujte cely objem vzorku do pozice H na Deep well desti¢ce z MAGNETO BodyFluid DNA/RNA
isolation kitu.

6. Izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu pro vzorky
plazmy s eluci do 50 pl elu¢niho pufru.

Doporuéend koncentrace analyzované DNA je 1-10 ng/ul. Nedoporuduje se testovat vzorky o koncentraci nizsi

nez 1 ng/ul.
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Nezbytné vybaveni pro laborator

e  Sterilni automaticka pipeta 5—20 ul a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DN4z a RN4z (doporucujeme
plast pro diagnostické ucely s certifikatem CE).

e  Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DNz a RN4az.

e  Zafizeni pro Real Time — kit je optimalizovén pro qPCR pfistroje QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific),
Rotor-Gene Q (Qiagen), CFX96 (Bio-Rad) a MIC cycler (Bio Molecular Systems).

e Sterilni plast (stripy, desticky, zkumavky) bez DNz a RNaz vhodné pro dany Real Time pfistroj.

e Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje

° Pro detekci alel DQA1*05 and DQB1*03:02 je pouZita sonda znacend FAM barvou (exc. 494 nm — em.
518 nm).

° Pro detekci alel DQB1*02 and DQA1*03 je pouZita sonda znacend HEX barvou (exc. 520 nm — emise
548 nm).

° Pro detekci alel DQA1*02 and DRB1*04 je pouzita sonda znacena TexasRed barvou (exc. 589 nm — em.
615 nm).

° Pro detekci genu SYPL2 (Interni kontrola) je pouZita sonda znacend Cy5 barvou (exc. 650 nm —em. 670 nm).

QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte moznosti Experiment type, ”Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Jako reportér pouzivaji barvy FAM (DQA1*05 and DQB1*03:02), VIC (DQB1*02 and DQA1*03), ROX (DQA1*02
and DRB1*04) a Cy5 (SYPL2 gene). NEPOUZIVEITE ZADNE PASIVNi REFERENCNi BARVIVO!

Nastavte nasledujici teplotni profil:
UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min Ramp rate (1.6°C/s)
Cyklovaci faze (Cycling stage) — 40 cyklu

95°C  10s Ramp rate (1.6°C/s)

59°C  20s Ramp rate (1.6°C/s) Data collection ON
67°C  30s Ramp rate (1.6°C/s)

Post-Read Stage

40°C  20s Ramp rate (1.6°C/s)

Sbér dat emisniho signadlu v druhém kroku cyklovaci faze pri 59 °C.

Kompletni teplotni profil Ize nahrat ze $ablony spusténi “EliGene CELIAC DQ PLUS RT_QS5.edt”. Sablonu pro
spusténi Ize zkopirovat z disku CD, ktery je soucasti kitu.

Rotor-Gene Q (Qiagen):
V okné “New Run” vyberte volbu “Three Step”.

Vyberte prislusny typ rotoru “Rotor Type” a kliknéte na tlacitko “Next”.
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Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 40 cyklu

95°C  10s

59°C  20s Odecet signalu v kandlech (Acquiring in channels) "Green", "Yellow", "Orange" and "Red"
67°C  30s

UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C  20s

Pro mozZnost “Gain Optimization” zvolte mozZnost "Automatic gain optimization before first acquisition".
Kompletni teplotni profil mliZze byt nahran jako Run Template “EliGene CELIAC DQ PLUS RT_Q-GENE.ret”.

Run Template maze byt zkopirovan z CD priloZzeného v kitu.

CFX96 Touch (Bio-Rad):
V Uvodni moznosti “Startup Wizard” zalozte “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create New Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step1l 95°C 3 min

Step2 95°C 10s

Step3 59°C 20s + Plate Read
Step4 67°C 30s

Step 5 GOTO Step 2 39x

Step6 40°C 20s

Doplrite “Sample Volume” na 20ul.
Sbér dat emisniho signdlu je v kroku Step 3 pri 59 °C.

Pro nastaveni filtr( pouZzijte v ,,.Scan Mode” vSechny kandly, ale v ,,Plate Manager“ nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX, TexasRed a Cy5. Oznacte pozice s umisténymi vzorky jako ,,Unknown” vzorky nebo
,Standard”. Kompletni teplotni profil miZe byt nahrdn jako Run Template "EliGene CELIAC DQ PLUS
RT_CFX96.prcd" z CD pfilozeného v kitu.

MIC Cycler (Bio Molecular Systems):

V “Run Setup” pristroje MIC vytvorte novy “Run Profile”. Zadejte objem vzorku 20ul a fizeni teploty “Fast TAQ
(v3)”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Hold)

95°C 3 min

Cyklovaci faze (Cycling) — 40 cykld

95°C  10s

59°C 10s Odecet signalu v kandlech (Acquire on) "Green", "Yellow", "Orange" and "Red"
67°C  20s

UdrZovaci faze po cyklovani (Hold after cycling)
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Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci faze pfi 59 °C pro kanaly Green", "Yellow", "Orange" a "Red".

Kompletni teplotni profil mdZe byt nahran jako Run Template "EliGene CELIAC DQ PLUS RT_MIC.mictemplate" z
CD ptrilozeného v kitu.

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vSechny zkumavky zaviené a postupujte dle instrukci.
° Pfed pouZzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a sto¢ené.

° Izolujte DNA podle standardniho protokolu.

Priprava reakéniho mixu

UPOZORNENI: UPOZORNUJEME NA MOZNOST KONTAMINACE VZORKU V LABORATORNIM PROSTREDI. POUZIVEITE
ODLISNOU MIKROPIPETU PRO PIPETOVANI MASTERMIXU, ODLISNOU MIKROPIPETU PRO PIPETOVANI VZORKU A
ODLISNOU MIKROPIPETU PRO PIPETOVANI POZITIVNICH KONTROL. DODRZUJTE VESKERA DOPORUCENIi PRO
LABORATORE PROVADEJiCi DNA ANALYZY.

1. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s HLA-DQ2 Mixem a jednu zkumavku s HLA-DQ8/DR4 Mixem. Po
rozmrazeni, promichani a kratkém stoceni pipetujte do dvou sad amplifikacnich zkumavek po 15.0 pl
kazdého mixu a pridejte 5.0 pul izolované DNA. Pokud nevyuzijete vesSkery obsah zkumavky s MasterMixem,
zamrazte ho a uchovejte pfi -20 °C v temnu. Obsah zkumavek muze byt zamraZen/rozmrazen maximalné
5-krat.

2. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s s HLA-DQ2 Mixem a jednu zkumavku s HLA-DQ8/DR4 Mixem.

Po rozmrazeni, promichdni a kratkém stoceni pipetujte do dvou sad amplifika¢nich zkumavek po 15.0 pl
kaZzdého Mixu a pridejte 5.0 pl pozitivni kontroly DNA (PC CELI).

VlozZte zkumavky nebo desti¢ku do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime
PCR pristroje vyse.

Odecet vysledku
QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

V pfipadé HLA-DQ2 mixu v nabidce “Analyse Settings” edituje plvodni parametry pro Ct u jednotlivych kanald
(FAM, VIC, ROX, Cy5) zadejte hladinu Treshold u jednotlivych kanald na hodnotu rovnajici se 1/3 maximalni
intenzity pozitivni kontroly, zvolte moZznost “Automatic Baseline” a analyzujte vysledky kliknutim na moznost
“Apply”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem signalu ve FAM (exc.
494 nm —em. 518 nm), HEX (exc. 520 nm — em. 548 nm), TexasRed (exc. 589 nm — em. 615 nm) nebo Cy5 (exc.
650 nm —em. 670 nm) kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

V pfipadé HLA-DQ8/DR4 mixu v nabidce “Analyse Settings” edituje pGvodni parametry pro Ct u jednotlivych
kandld (FAM, VIC, ROX, Cy5) zadejte hladinu Treshold u jednotlivych kanald na hodnotu rovnajici se
1/3 maximalni intenzity pozitivni kontroly, zvolte moznost “Automatic Baseline” a analyzujte vysledky kliknutim
na moznost “Apply”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem signalu ve FAM (exc.
494 nm — em. 518 nm), HEX (exc. 520 nm — em. 548 nm), TexasRed (exc. 589 nm — em. 615 nm) nebo Cy5 (exc.
650 nm —em. 670 nm) kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Vytvoreno: MIDO Navod k pouziti EliGene CELIAC DQ PLUS RT CZ
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Interni kontrola musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola (SYPL2 gen) je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nardstem signalu v Cy5 kanalu.

Rotor-Gene Q (Qiagen):

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Analysis” a vyberte Analyzu “Quantitation”. V okné ,Quantitation
Analysis” zvolte moznosti “Dynamic Tube” a “Slope Correct”. V nabidce “Outlier Removal” nastavte NTC
Treshold na 15 %.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartistem signalu ve FAM (Green),
HEX (Yellow), TexasRed (Orange) nebo Cy5 (Red) kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola (SYPL2 gen) je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nartistem signalu v Cy5 kanalu.

CFX96 Touch (Bio-Rad):

V okné “Data Analysis” zvolte moznost “Quantification”. V ,Setting” menu zvolte moznost , Baseline Setting” a
vyberte ,Baseline Subtracted Curve Fit“ a moznost , Apply Fluorescence Drift Correction”.

V pripadé HLA-DQ2 mixu v nabidce ,Nastaveni“ vyberte moznost ,Baseline Threshold” a nastavte ,Single
Threshold” na hodnotu hodnotu rovnajici se 1/3 maximalni intenzity pozitivni kontroly, zvolte mozZnost
“Automatic Baseline”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem signalu ve FAM, HEX,
TexasRed nebo Cy5 kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

V pfipadé HLA-DQ8/DR4 mixu v nabidce ,Nastaveni” vyberte moznost ,Baseline Threshold” a nastavte ,Single
Threshold” na hodnotu hodnotu rovnajici se 1/3 maximalni intenzity pozitivni kontroly, zvolte mozZnost
“Automatic Baseline”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem signalu ve FAM, HEX,
TexasRed nebo Cy5 kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola musi byt vidy amplifikovdna v kazdém vzorku. Interni kontrola (SYPL2 gen) je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nardstem signalu v Cy5 kanalu.

MIC Cycler (Bio Molecular Systems):

V nabidce Analyza kliknéte na malé plus vedle polozky Cycling a poté vyberte cil - FAM (zelend), HEX (Zluta),
TexasRed (oranZzova) nebo Cy5 (Cervend). V pravém dolnim rohu zvyste “Fluorescence Cut-off Level “ na 20 %.
Pro kazdou pozitivni jamku se zobrazi hodnota kvantifikaéniho cyklu (Cq). Toto je Cislo cyklu, pfi kterém
fluorescence vzorku stoupne nad prahovou hodnotu (¢ervena vodorovna c¢ara v dolni ¢asti grafu amplifikacni
krivky). V podokné “Vzorky” vpravo kliknéte na nazvy vzorkd, chcete-li skryt nebo zobrazit pridruzené kivky a
vysledky.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartistem signalu ve FAM (Green),
HEX (Yellow), TexasRed (Orange) nebo Cy5 (Red) kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola (SYPL2 gen) je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nardstem signalu v Cy5 (¢erveném) kanalu.
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Interpretace vysledki
HLA-DQ2.5 (DQA1*05/DQB1*02) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u HLA-DQ2 Mixu v obou kanalech FAM (DQA1*05)
a HEX (DQB1*02).

HLA-DQ2.5 (DQA1*05/DQB1*02) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlist emisniho spektra u HLA-DQ2 Mixu v obou kandlech FAM
(DQA1*05) a HEX (DQB1*02). Signal pro vnitini kontrolu (SYPL2) v Cy5 kanalu u HLA-DQ2 Mixu vsak musi byt
pozitivni.

DdleZitd pozndmka: Pro HLA-DQ2.5 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé alely, DQA1*05 a
DQB1*02. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ2.5 pozitivni)

HLA-DQ2.2 (DQB1*02/ DQA1*02) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u HLA-DQ2 Mixu v obou kanalech HEX (DQB1*02) a
TexasRed (DQA1*02).

HLA-DQ2.2 (DQB1*02/ DQA1*02) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u HLA-DQ2 Mixu v kandlu HEX (DQB1*02) a
TexasRed (DQA1*02). Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v Cy5 kandlu u HLA-DQ2 Mixu vSak musi byt pozitivni.

DdleZitd pozndmka: Pro HLA-DQ2.2 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé alely, DQB1*02 a
DQA1*02. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ2.2 pozitivni)

HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u HLA-DQ8/DR4 Mixu v obou kandlech FAM
(DQB1*03:02) a HEX (DQA1*03).

HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) negativni

Pokud neni pozorovén pfed cyklem 35 nardst emisniho spektra u HLA-DQ8/DR4 Mixu v obou kandlech FAM
(DQB1*03:02) a HEX (DQA1*03). Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v Cy5 kanalu u HLA-DQ8/DR4 Mixu v8ak musi
byt pozitivni.

DualeZitd pozndmka: Pro HLA-DQS8 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé alely, DQA1*03 a
DQB1*03:02. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ8 pozitivni)

HLA-DR4 (DRB1*04) pozitivni
Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u HLA-DQ8/DR4 Mixu v kandlu TexasRed (DRB1*04).

DualeZitd pozndmka: Vzhledem k tomu, Ze se DR4 alela vyskytuje v haplotypu s DQ8 alelou, je pfi detekované
pozitivité DQ8 alely detekovdna i pozitivita v DR4 alele. Pouze velmi vzdcné je DQ8 alela pozitivni bez DRB1*04.

HLA-DR4 (DRB1*04) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narQst emisniho spektra u HLA-DQ8/DR4 Mixu v kandlu TexasRed
(DRB1*04). Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v Cy5 kanalu u HLA-DQ8/DR4 Mixu vsak musi byt pozitivni.
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Pozitivni vysledek

DQ2.5 a/nebo DQ2.2 a/nebo DQSY alely byly zjistény ve vzorku, mlze dojit k rozvoji onemocnéni celiak. Vliv
genetické slozky je priblizné 50 %.

Upozornéni: Upozorfiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostiedi. Pouzivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzorki a odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol. Dodrzujte veskera doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.

Negativni vysledek
Pokud vzorek neni pozitivni na Zadnou z detekovanych alel (HLA DQ2.5, DQ2.2 a DQ8) Ize onemocnéni vyloucit.

Pokud je vzorek pozitivni pouze na HLA-DRB1*04 Ize onemocnéni vyloudit.

Inhibovany vzorek

V ptipadé, Ze nedojde k narlstu amplifikacniho signalu u HLA-DQ2 a HLA-DQS8/DR4 Mixu v kanalu Cy5, je nutné
analyzu zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.

Nasledujici tabulka shrnuje shrnuje vysledky ukazujici genetickou predispozici k celiakii.
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Kontrolni postup
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Kit EliGene” CELIAC DQ PLUS RT vyuZiva jako vnit¥niizolaéni kontrolu detekci lidského genu SYPL2 (synaptophysin-
like 2) v HLA-DQ2 a HLA-DQ8/DR4 Mixu v kanalu Cy5. Gen pro SYPL2 je pfitomen v kazdém vzorku lidské DNA,
tudiZz neni nutné pridavat ke vzorku vnitini kontrolu. Inhibi¢ni izolac¢ni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a
detekuje pripadné chyby v procesu izolace DNA. Detekuje také pripadné inhibice amplifikacniho procesu.
V pfipadé Ze vzorek je DQA1*05, DQB1*03:02, DQB1*02, DQA1*03, DQA1*02 a DRB1*04 negativni, Ct vnitfni
kontroly musi mit hodnotu 35 nebo méné.

Referencni materidl

Ke sledovani vSech postupl zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci mlZete pouZit referencni material
pozitivni pro DQ2.5, DQ2.2, DQ8 a DRB1*04 alely. Komeréni pozitivni materidl neni k dispozici.

Reseni problémii

1. V pripadé, ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, mdze jit o zavadu v postupu izolace DNA, pouziti kitu
po dobé exspirace nebo o zadvadu na pfistroji pro RealTime PCR.

2. V pfipadé, ze se neamplifikuje pozitivni kontrola, miZze jit o pouziti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu
na pristroji pro RealTime PCR.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

Kit EliGene® CELIAC DQ PLUS RT specificky detekuje pfitomnost gend DQA1*05, DQB1*02, DQB1*0302 a
DRB1*04. Kit je uréen pro detekci lidské DNA o koncentraci vyssi nez 5 ng/ul.

Analyticka citlivost je 5 ng DNA v reakcéni smési.
Analytickad specifita metodiky je 100% a byla ovéfena prohleddvanim DNA databazi.

Klinickd specifita kitu EliGene® CELIAC DQ PLUS RT byla testovana na 50 vzorcich lidské DNA s genotypy uréenymi
na zakladé referencnich CE-IVD souprav uréenych pro detekci analyzovanych alel.

Diagnostické funkéni charakteristiky:

Specifita kitu EliGene® CELIAC DQ PLUS RT byla testovdna na 50 vzorcich lidské DNA s genotypy uréenymi na
zékladé referenénich CE-IVD souprav uréenych pro detekci analyzovanych alel. Viech 50 vzork{l kitu EliGene”
CELIAC DQ PLUS RT vyhodnotil spravné. Klinicka specifita EliGene® CELIAC DQ.PLUS RT kitu je 100%.

Mérici interval

Souprava umoznuje detekci > 5ng DNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouzita interni kontrola pro kontrolu procesu izolace a amplifikace spolecné s
pozitivni kontrolou sledujici funkénost MasterMixu.

Limitace testovaciho postupu
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Citlivost soupravy je zdavisla na zachdzeni se vzorkem (izolace DNA). Je velmi doporuceno pouZzivat izolacni kity a
postupy uvedené vyse.

Biologické referencni intervaly

Zadné poutzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

NevyuZity obsah zkumavky s MasterMixem muzZe byt zamraZzen/rozmrazen maximalné 5-krat. Nemichejte
komponenty kitu z rliznych Sarzi.

Obecnd varovdni a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencialné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork(l a tvorbé aerosolt. Jakykoliv material, ktery pfrisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pred umisténim do odpadu autoklavovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSiemi reagenciemi a pouzivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infekéni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovdn v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni material musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

° Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

° Nikdy nepipetujte roztoky Usty.

° Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

° Radné si umyjte ruce po praci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pfed zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto ndvodu.

° PFi praci postupujte presné podle navodu k pouZiti.

° Kit nepouZivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v rdmci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
° Nemichejte reagencie z rlznych sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobc(!

Varovdni a bezpecnostni opatreni pro molekuldrni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyZzaduji kvalifikovany personal z divodu zamezeni chybnych vysledkd, specialné vzhledem k
degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.

e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikacnich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti pro
extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro ptipravu amplifikacnich smési.

e Je nezbytné pouZivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomdcky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pripravu amplifikaénich smési nebo pro detekci. Nikdy neprendsejte laboratorni plasté, rukavice
a pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro

detekci.
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e  Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od po¢atku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho naklddano, napf. vzhledem k moZné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek musi
byt zpracovavén v lamindrnim boxu. Rizné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu. Automatické
pipety uZivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a
museji byt pouZivany $picky s filtrem. PouZivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S reagenciemi musi byt pracovéno v PCR boxu (nikoliv v laminarnim boxu). Automatické pipety uzivané pro
prdci se vzorky museji byt pouZivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem.
PouZivané $pi¢ky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pripadné kontaminaci nové testovanych vzork.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavky obsahujici mixy (HLA-DQ2 Mix, HLA-DQ8/DR4 Mix) jsou uréeny pouze pro jedno poufZiti a
museji byt pouZity pouze pro pfipravu reakéni smési.

° S timto mixem pracujte podle bezpecnostnich vét (P):

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit.

P281 PouZivejte poZzadované osobni ochranné prostredky.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

Cislo Sarze

Spotrebujte do (posledni den v mésici).

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro
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V souladu s poZadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostredky in
vitro.
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Obsah dostatecny pro "N" testl

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouZiti.

Vyrobce

E B <

Vyrobce
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